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® V rfahran zur direkten Sequenzierung von Nukleinsaurekatten 

Die Erfindung betrifft ©in a direkte Sequenzierung von 
NuUeinaaureketten durch Danaturterung und dann Amplrfi- 
zterung der zu sequenzierenden Berelche durch rrtehrmali- 
ges Durchlaufen eines Zyklus, umfasaend 

a) einen Nukleinsaure-SynthesaschritC boi dom die zu se- 
quenzicrende Nukleinaaure als Matrizenstrang in Anweaen- 
halt der vier DeoxynukJeosidtriphosphete von einar Polyme- 
rase, ausgehend von Otigonukleotid-Primern, die zu den 3"- 
Enden der antipareUelen Strange der zu sequenziarenden 
Nukleinsauren komplementar aind, repltztert wird, gefolgt 
von 

b) einem Denaturierungsachritt, 

wobei die amstandenen Nukleinsauren wShrend Oder nach 
der Amplrfizierung an ihram einen Endemarkiart warden. Die 
m Sequenzierung der markterten Nukleinaauren geschieht 
f durch Einbau rnoditmerter Nukleotide an jeweils fur eine 
Base spezrflschen Positional*. Verkurzung der amplifirierten 
Nukleins3uren jewaila bis zu diesen Positioner unO etektro- 
phoretiache Auftrennung der entstandenen Nukleinsaure- 
fragmente. Zum Einbau modifizierter Nukleotide bei der 
Amplifizierung in vier verschtedenan Ansatzen warden an- 
stetle der vier Deoxynukleoaidtri phosphate ja ein Oeoxynu- * 
klaostd-cc-thio-triphosphat zusammen rnrt den jeweils drei 
anderen unmodrfuderten Deoxynukleosidtriphoaphaten ein- 
geaetzt. 
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Beschreibung 



" Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur direkten Se- 
quenzierung von Nukleinsaureketten durch Denamne- 
rung und dann Amplifizierung dcr zu sequenzicrenden 
Bereiche durch mchrmaligcs Durchlaufen eines Zyttus, 
umfassend 

a) einen Nuklesnsaure-Syntheseschritt, bei dem die 
zu sequenzierende Nukleinsaure als Matnzen- 
strang in Anwesenheit der vier Deoxynukleosidtn- 
phosphate von einer Polymerase, ausgehend von 
OugonuWeotid-Primerix die zu den 3'-Enden der 
antiparallelen Strange der zu sequeiuierenden Nu- 
..7.. i i^oMSrcinH renliziert wirdL ee- 



sid- -thiotriphosphate verwendet, und dann em par- 
tieller Strangbruch an den Thiophosphatpositionen der 
eebUdetenNuWeiiisaurenchemischbewirkt. 
Fine Sequenzierung von durch PCR ajnpiifizierter 
5 DNA ist beispielsweise nach der Methode v n Sanger 
5 von Saiki et H Science, Vol Se.ten ^487 Jhs 
491 beschriebea Diese Methode hat jedoch den Nach- 
teu, dafl von der amplifizierten DNA unter Verwendung 
ernes zusatzlichen Primers extra spezifisch fur die vier 
10 Nukleotide DN A-Kopien nach der Kettenabbrucrtsme- 
thodehergestelltwerdenmussen. tm^a 
Die Sequenzierung von PCR-amphfmerterDNA 
nach der Maxam-GHbcrt- Methode 1st von Keohavong 

v „ e . . Mii ' a . in DN a vol 7, Nr. 1. (1988). Seiten 63 bis 70 

antiparallelen Strange der zu sequenzierenden Nu- ^JShrfeb^Diese Methode weist jedoch ebenfails den 
Lauren koxnp^ 15 233 auf oaB nach der Amplifizierung eine ganz 

folgt von normale auf^endige Sequenzierung unter Anwendung 

. b)einemDenatunerungsschntt, soezifischen Modifikationsreaktionen jeweils Fur 

ger Menge vorhandene Nukleinsauren besonders 
schnell und einfach zu sequenzieren. 

GelSst wird diese Aufgabe erfmdungsgemaB durch 
ein Verfahren zur direkten Sequenzierung vonNukle n- 
saureketten durch Denatunerung und dann Amplifa.e- 
rung der zu sequenzierenden Bereiche durch mehrmali- 
ges Durchlaufen eines Zyklus, umfassend 

a) einen Nukleimaui^Syntheseschritt. b« 
zu sequenzierende Nukleinsaure als Matnzen- 
strangin Anwesenheit der vier Dwxynukleosidtn- 
phosphate von einer Polymerase, ausgehend von 
Oligonukleotid-Primern. die ZU den 3'-Enden<ier 
antiparallelen Strange der zu sequenzierenden Nu- 
"kleinsauren komplementar sind. repliziert wird. ge- 
folgtvon 

b) eineni Denaturierungsschntt, 

wobei die entstandenen Nukleinsauren wahrend oder 
Sf der Amplifizierung an ihrem erne* 
werden. Sequenzierung der martaerten Nukle.r^uren 
durl Embau modifier " N-«*^r2?^ 
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werden, Sequenzierung der nwtaerten Nuldeinsauren 
duVdi Einbau modifizierter Nukleotide an jeweils fflr 
erne Base spezifischen Positioncn, Verkurzung der arn- 
phTmerten Nukleinsauren jeweils bis zu diesen Positio- 
nal und elektrophoretische Auf trennung der entstande- zs 
neaNukleinsaurefragmente. _„„,: 
Die Analyse der roolekularen Grundlagen genett- 
scher Krankheiten, die Erforschung von Polymorph^ 
men, die Untersuchung von DNA auf pherotypiscbe 
Muutionen sind nur einige der Aufgabenjur die eine 30 
tenaue Feststellung der Nukleotidsequenz von Nu- 
kleinaurWunerlaBlich ist Fur solche Untersuchungen 
stehen jedoch oftmals nur geringe Mengenan Nuktoa- 
sfture zur Verfugung. was mcht ausreichend ist fOr erne 
Sequenzierung nach den gangigen Techiuken. Em we - 
teres Problem bereitet die Anwesenheit von zusatzli- 
ch m Fremd-Nukteinsaurematerial,das die Sequenzie- 
rung einer bestimmten Nukleinsauresequenz erschwert. 
Sn g«Der Fortschritt auf diesem Gebiet «t die von 
£dkf« al. Science 230 (1985), 1350- 13^en^ckelte 40 
s^enanntePolymerase-KeUenreaktionCPC^VTechink. 
dil ausgehend von geringen Nukleinsauremengen e«e 

. exponenrieUe spezifische Synihese der^ aurcn EmD3U mouuw « - . _ 

Nukleinsauren oder Segmenten dayon "^^^ 4 , dnTBase spezifischen Positionen. Verkurzung der am 
ser Technik werden. ausgehend von zwe. Pnmern. vor- 45 « n f ^P e ^ n 8 ?, uk , e - insgur c n jeweils bis zu diesen Posino- 
zugsweise kurzen synthetischen OH^nuklecmder ^Ket- horetische Auf trennung der entstande- 

tenextensionsreaklionen durchgefahrt, wobe. die be.- nen und ™*^P ^ welches dadp «h gekenn- 
den Primer zu den 3'-Enden der antiparallelen String "g^M^^ Modifikation bei der Ampl.r,- 

d« gewanschten DNA-Segments komplementar ^^^veThiedenen Ansatzen ansteUe der vier 

Diese ICettenextensionsreaktionen werden mehrfach 50 aerung m ^ rid . h hate je e in Deoxjmuktawd- 
durchgefuhrt, wobei ^hrend der Extensions^kUm D^^5^ t P w ^ ^, den jew^ dm »de- 
durch Erhitzen ^na.uriert w ltd) wodurch »ch d e be. ^SSSbTaterten Deoxynukleosidmphosphaten «n- 
der K.eUenextensionsreaktion gebildeten Nukiemsau r 

ren von der ursprdnglich vorhandenen Mamzen-DNA se ^ s ^ mG ^g Sgem ^e Verfahren ermdgUcht eine ra- 
Idsen und diese fOr eine neue Syntheserunde zuglogheh 55 Das ertinoung ^ ^ ^ ^ einem Schr|tl 

machen. Auf ^^^.^Itt&S^Z: 



gen der gesuchten Nukleinsaure oder des Nuklonsaure- 
fragments in relativ kurzer Zeit syntheusiert werd«tu 

Bekannte Methoden zur Sequenzierung von Nuklein- 
sauren sind beispielsweise die 

xam und Gilbert, Methods EnzymoL 65 (1980), 499 5W. 
von Sanger et aU Proc. NatL Acad. Scl USA 74 (1977). 
5463 oder die Methode von G. Geh und F. Eckstein, 
Science. VoL 240 (1988) 1520- 1522. Be. der lecrtge- 
. _ . t 1 1 • - ..^ r. Ainum Primer aus~ 
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sche und genaue Sequenzierung in nur e.nem SchntV 
wobe^melms^lichenSequenzierungsmethodeftd* 

in Verbindungmit Polymerase-lCettenrea taonen b »shcr 
im Stand der Technik beschrieben smd. vermieden wer- 

de to SAusruhrungsform des errmdungsgemaflen 
Verfahrens werden nach erfolgter ^» 1 enreakt '°" n f 
den Amplifizierungszyklen in den V^ Tolym ^°^ 



nannten Methode wird bei einer von emem Pnmet ^aus- « S^^^ Methoden , z. B. chromatographisch. ab- 

gehenden Kettensynthese ahnlich w.e be. der Sanger- »ch ^^^^ konnen Nukleii^urefragmeme 

Methode verfahren. jedoch anstelle v.er verschiedener P^JJ^ auf fib , iche weise. z. B. getelektro- 

Dideoxynuklcotide die entsprechenden Deoxynukleo- mitgenngerer g 
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phorctisch. abgetrcnnt werdea Durch Zugabe eines Al- 
kyfierungsmittels zum groflten bei dcr Auftrennung er~ 
haltenen Fragment, gefolgt von Erhitzen wird eine par- 
tidlc Spaitung d r Nukleinsauren an den Thiophosphat- 
Posidonen der Nukleinsauren bewirkt Unter erhfihter 
Tempera tur wird hierbei im Rahmen der Erfmdung eine 
Temperatur verstandea die zu einem partiellen Strang- 
bruch an den modifizierten Stellen f Qhrt Vorzugsweise 
wird im Rahmen der Erfindung auf zwischen 80° C und 
95° C erhitzt Aufgrund der Spaltungsbedingungen (sie- 
he hierzu auch Gish und Eckstein supra) wird in den 
amplifizierten Nukleinsauren statistisch an jeder Thio- 
phosphat-Position mindestens einmal gespaJten, die vier 
Ans&tze, enthaltend jeweils verschiedene markierte Nu^ 
kleinsaurefragmente, nebeneinander auf ein Sequen- 
ziergel auFgetragea die Nukleinsauref ragmente, abhan- 
gig von der Art der Markierung, nach an sich bekannten 
Methoden (z. B. Autoradiographic) sichtbar gemacht 
und die Nukleins2ure$equcnz abgelesea 
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ringe Mengen v n Thiophosphat eingebaut werdea 
Der Abbau in 3'— *5'-Richtung geschieht durch Exonu- 
klease III. Substrate sind in dtesem Falle DNA-Ketten 
mit voller Lange und einem statistischen Einbau von 
Thiophosphatea Dagegen sind im erfmdungsgemaSen 
Verfahren ein Gemisch aus DNA-Fragmenten mit un- 
terschiedJicher Lange und einem vollstandigen Einbau 
von Thiophosphat das Substrat far die Exonuklease. 

Fur das erfindungsgernafie Verfahren ist jedoch die 
Exonuklease III nicht sehr geeignet, da einige Banden 
auf der Sequenzleiter eine geringe Intensity besitzen 
und somit keine gut lesbare Basenfolge erhalten werden 
kann. Sehr gut geeignet flir das erfmdungsgemiBe Ver- 
fahren erweist sich iiberraschenderweise die Schlangen- 
gift-Phosphodiesterase. eine 3'— 5'- Exonuklease. von 
der bekannt ist. dafl sie Thiophospho-Diesterbindungen 
um den Faktor 100 langsamer spaltet als Phosphodie- 
ster-Bindungen (Burgers und Eckstein (1979), Biochemi- 
stry 18. 592-596). Besonders geeignet fur das erfuv 



Als alkylierende Agentien kannen die aus dem Stand 20 dungsgemaBe Verfahren erweist es sich, wenn der Ab- 



der Technik bekannten Alkylierungsmittel verwendet 
werden. ErfindungsgemiB bevorzugte Alkylierungsmit- 
tel sind hierbei 2-Jodethanol, 23-Epoxy- 1 -propanol, 
2^Epoxypropyltrimemy!ammoniujnchiori Jodessigs- 
aure, jodacetamid oder Cyanogenbromid, wovon wie- 
derum besonders bevorzugt 2-Jodethanol und 
23-Epoxy- 1 -propanol verwendet werdea 

Andere erfindungsgemaB bevorzugte Alkylierungs- 
mittel sind Methyljodid, Dimethylsulfat und Ethyljodjd. 
Bei Verwendung dieser muB jedoch der pH-Wert im 
Ansatz vor der Ternperaturerh6hung auf etwa 90 9 C 
durch Zugabe einer starken Base erhOht werden, vor- 
zugsweise auf einen Wert von mindestens 11. 

Alternativ kannen anstelle eines Alkylierungsmittels 
auch lod/Ammoniak oder H2O2 als Spaltungsreagen- 
zien eingesetzt werdea 

In einer weiteren Ausfuhrungsforrn des erfindungsge- 
maBen Verfahrens ist nach der Amplifizierung durch die 
Polymerase-Kettenreakuon keine zeitaufwendige Rei- 
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bau der Nukleinsaureenden durch Schlangengift- 
Phosphodiesterase bei einer Reaktionstemperatur von 
16°C erfolgt. Wenn am 5'-Ende eine Markierungsgrup- 
pe vorliegt, die einen Abbau vom 5'-Ende her unterbin* 
det kann auch eine 3 r — *5'-Exonuklease verwendet wer- 
dea die mit einer 5'-*3'-Exonuklease-Akdvitat assozi- 
iert ist 

Das erfindungsgemaBe Verfahren offenbart also eine 
Sequenzierungsmethode, die auf schnellstmdgliche 
Weise zur Kenntnis der Sequenz einer bestimmien Nu- 
kleinsaure fQhrt und Oberdies besonders einfach durch- 
zufuhren ist. 

Es war hierbei hdchst Qberraschend, daB die bereits 
bei der Sequenzierunga-Methode von Gish .und Eck- 
stein verwendeten Deoxynukleosid-a-thiotriphosphate 
als Substrate bei der Polymerase- JCettenreaktion kci- 
nerlei Vcrschlechterung der Ausbeute bzw. der Genau-. 
igkeit der Replikation bewirken und daB deshalb zwei 
Reaktionen, namiich die Amplifizierung und Sequenzie- 



nieung der amplifizierten Nukleinsauren durch Abtren- 40 rung gleichzeitig durchgefuhrt werden konnea 



nung von nicht eingebauten Nukleotiden oder/und 
Fragmenten mit geringerer Lange mehr erforderlich. 

Es wurde namiich uberraschenderweise gefundea 
daB b i der Amplifizierung neben dem erwarteten Pro- 
dukt mit voller Lange eine Vielzahl von kurzeren Nu- 
kleinsauren mit verschiedener Lange synthetisiert wird 
Diese kurzeren Fragmente kannen bereits nach einer 
relativ geringen Anzahl von AmpUfizierungszyklen be- 
obachtet werdea Das Entstehen eines derartigen Frag- 



Bej der Polymerisations-Kettenreaktion wird, wie 
oben bereits ausgefuhrt, nach jedem Zyklus denaturiert, 
um die neu gebildeten Nukleinsaurestrange vom Matri- 
zenstamm zu trennea Hierdurch wird der alte Matri- 
45 zenstamm fur eine neue Syntheserunde zuganglich, 
ebenso wie die bereits in einem vorhergehenden Zyklus 
gebildeten neuen Nukleinsaurea Dies geschieht durch 
Erwarmen auf mehr als 90° C, wodurch aber nicht-hitze- 
stabile Polymerasen inaktiviert werdea Es muB daher 



mentgemisches wird bei einer Amplifizierung unter ver- 50 bei Verwendung von nicht hitzestabilen Polymerasen 

schiedenen Reaktionstemperaturen (z.R 59° C oder fur jeden Zyklus neue Polymerase zugegeben werdea 

71°C) oder unterschiedUcher Dauer der Amplifizie- Es ist deshalb erfindungsgemafl bevorzugt, zur Polyme- 

rungszyklcn (z. B. 3 Minuten oder 7 MinutenX sowie in risations-Kettenreaktion eine hitzestabile Polymerase 

An- wie auch in Abwesenbeit von Thiophosphaten ge- zu verwenden, zur DNA-Synthese vorzugsweise die 

funden. Aufgrund dieser Qberraschenden Beobachtung 55 Taq- Polymerase, um dadurch das Verfahren weiter zu 

ist esmoglich. eine lesbare Sequenzleiter durch direkten erleichtera m 

Abbau der Enden des Nukleinsauregemisches in 3'— 5'- Bei der Polymerase-Kettenreaklion wirdertindungs- 

Richtung jeweils bis zu einem Thiophosphat zu erhaltea gemafi bevorzugt zur Denatunerung m jedem Zyklus 

Zur Durt^fuhrung einer derartigen Reaktion sind auf 95 bis 96*C erhitzt. Hierbei wird ein besonders ho- 
3'-^5'-Exonukleasen geeignet, die Thiophospho-Diest- 60 her Grad der Denatunerung erreicht, so daB die Ketten 
erbindungen nur sehr schlecht gegenfiber normaien 



Pbosphodiester-Bindungen spalten kdnnea Sequenzier- 
verfahren. die auf diesern Prinzip beruhea sind bereits 
bekannt (Labeit et aL (1986) DNA 5, 173-177; PCT- 
Anmeldung PCT/GB86/00349 der Firma AMERS- 
HAM). GemaB diesen Verfahren geschieht die Polyme- 
risauonsreaktion durch das JClenow-Fragmcnt der E. 
coli-DNA-P lymerase I. wobei in die DNA-Ketten ge- 



65 



reaktion besonders effizient durchgefQhrt werden kann; 
auf der anderen Seite wird die hitzestabile bevorzugte 
Taq-Polymerase bei diesen Temperaturen nicht inakti- 
viert. 

ErfindungsgemaB ist es bevorzugt, 12 bis 30 Polyme- 
risationszyklen durchzufuhrea hierbei wird meist aus- 
reichend Nukleinsaure hergestclit. 

Ebenfalls ist es erfindungsgemaB bevorzugt Primer 
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mit 1 0 bis 25 Nukleotiden Lange zu verwenden. 

Cccignct ist fur den Ablauf der P lymerisauonszy- 
klen beispielswcise bei Verwendung zweier 18-raer Oli- 
gonukleotidc nach der Zugabe von Polymerase und Nu- 
kleotiden, die Abf Ige: 3 Minuten 71°C, I Minute 95 bis 5 
97*C und 2 Minuten 37° C Beim letzten Zyklus wird die 
Periode bei 71° C auf 7 Minuten verlangert und dann auf 
Raumtemperatur abkuhlen gelassen. Es ist bevorzugt 
die angegebenen Schritte in einem gut isolierten Tera- 
periersystem durchzuffihren, so daB keine unkontrol- 10 
lierten Abweichungen von den gewunschten Tempera- 
turen auftreten. 

Bevorzugt vor ailem far die Amplifizierung Iangerer 
Nukleinsauren (groBer als etwa 300 bp) ist hingegen ein 
Polymerisationszyklus mit der Abfolge: 7 Minuten 15 
55°C 1 Minute95 bis97°C und 2 Minuten 37° C 

Die Markierung der Nukleinsauren zur spateren 
Sichtbarmachung der erhahenen, durch Elektrophorese 
aufgetrennten Nuklerasaurefragmente kann erfindungs- 
gemaB gleichzeitig mit der Amplifizierungsreaktion er- 20 
folgen r oder aber erst nach der Amplifizierungsreaktion. 
Hierbei ist es prinzipieU mdgiich, beide Strange der Nu- 
kleinsauren zu markierea hierdurch wird es jedoch no- 
tig, nach der Amplifizierungsreaktion und vor der Be- 
. handlung mit Alkylierungsmiltel und partieller SpaCtung 25 
die beiden komplementaren Strange beispielsweise 
durch Gelelektrophorese zu trennen, und die jeweiligen 
Einzelstrange getrennt oder aber auch nur ein en der 
beiden komplementaren Strange dann mit dem Alkylie- 
rungsmittel zu behandeln. Da dies relativ aufwendig ist, 30 
ist es erfindungsgemaB bevorzugt, nur einen der beiden 
komplementaren Nukleinsaurest range zu markieren. 
Hierzu besteht wiederum die MQglichkeit, w&hrend 
oder nach der Amplifizierungsreaktion die Markierung 
durchzufQhren. Verwendbar smd im Sinne der Erfih- 35 
dung die an sich bekannten Methoden zur Markierung 
von NukJeinsaurea 

ErfindungsgemaB bevorzugt sind ra<fioaktive Mar- 
kierungen, Markierung mit einem Fluoreszenzfarbstoff 
oder einem Enzym, das ein chromogenes Substrat unter 40 
Entwicklung einer erkennbaren Farbreaktion spaltet 
Im Sinne der Erfindung ist unter einer ^arkierung mit 
einem Enzym auch eine Markierung Qber ein Konjugat 
zu verstehen, bei dem an die Nukleinsaure der eine 
Partner eines Bin dungs systems gekoppeh ist, und das 45 
Enzym mit dem and ere n Partner des Bindungssystems 
gekoppelt ist. Als Bindungssystem kommen hierbei an 
sich bekannte Bindungssysteme wie Biotin/(Strept)-Avi- 
din oder Hapten/Antigen-Bindungspaare in Frage, 

Zur Markierung w&hrend der Amplifizierung wird er- 50 
FmdungsgemaB einer der Primer in markierter Form 
verwendet. Besonders bevorzugt wird hierzu ein radio- 
aktiv markierter Primer verwendet 

Zur Markierung nach der Amplifizierung wird erfin- 
dungsgemaB vorzugsweise ein Primer in an seinem 55 
5'-Ende phosphorylierter Form zur Amplifizierung ein- 
gesetzt und danach der andere, nichtphosphorylierte 
Primer mit Hilfe einer Kinase radioaktiv phosphorylierL 
Es sind jedoch auch andere an sich bekannte Methoden 
zur Markierung von Nukleinsauren zur Sequenzierung go 
anwendbar. 

Die folgenden Beispiele in Verbindung mit der Abb. t 
bis 3 erlautern die Erfindung weiter. 

Fig. t zeigt die Autoradiographic cines Sequenzgels 
der Sequenzierung einer Nukleinsaure nach Beispiei 1. 65 

Fig. 2 zeigt die gelelektrophoretische Auftrcnnung 
von ampUfizierten Nukleinsauren in Abhangigkeit von 
der Zahl der Reaktionszyklen. 
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Fig. 3 zeigt die Autoradiographic eines Sequenzgels 
der Sequenzierung einer Nukleinsaure nach Beispiei 5. 

Beispiei 1 

Sequenzierung von nach der Kettenreaktion markier- 
ter DNA durch partielle Spaltung nach Alkylierung mit 
23-Ethoxy- 1 -propanoL 

a) Phosphorylierung des Oligonukleoadprimers 
Ein Oligonukieotidprirner mit der Sequenz 

54AGGOTTTTCCCAGTCACG] 

wurde vor der PCR-Amplifikation, wie von Taylor 
et aU Nucleic Adds Res. 13. (1985) 8765 - 8785 be- 
schrieben, phosphoryliert. Hierzu wurden 40 ug 
Oligonukleotid mit 30 U (Einheiten) Polynukleotid- 
kinase in einer Reaktionsrnischung (30 ul), zusam- 
mengesetzt aus 100 mM Tris-HCl, pH 8A 10 mM 
2-Mercaptoethanol, 10 mM MgCfe und 1 mM ATP 
behandelL Nach zwei Stunden bei 37° C wurde die 
Reakdonsrnischung auf 70° C fur 15 Minuten er- 
hitzt und das Produkt gereinigt unter Verwendung 
einer SEP-PAK-C1 8-Patrone (Waters Associates^ 
wic von Ott und Eckstein, Biochemistry 26 (1987); 
8237 - 8241, beschrieben, gereinigt Das phospho- 
rylierte Oligonukleotid wurde bei — 20° C als waB- 
rige Losung mit einer Konzentration von 10 A260 
Einheiten pro ml aufbewahrt. 

b) Polymerase -Kettenreaktion 
Die Polymerase- Kettenreaktions-AmpliGkauon 
wurde manuell durchgelQhrt. Bgll-verdaute lineare 
doppelstr&ngige M13 mpl8-DNA wurde in einer 
Menge von 200 ng in 320 ui einer Losung, enthal- 
tend 63 mM KC1, 123 mM Tris-HCl pH 8,4, 0.016% 
(w/v) Glycerin, 33 mM MgCiz, 0,8 u.M (0,07 A2S0 
Einheiten) S'-phosphorylierter Oligonukleoiidpri- 
mer und 0,8 uA4 (0,07 A26O Einheiten) des nicht 
phosphorylierten Oligonukleotidprimers 

5^d[CACCCTGGCGCCCAATAC>3' 

gelost Die Hybridisierung der Oligonukleotide 
wurde durch Erhitzen bei 96 bis 97° C fur 5 Minu- 
ten, um die DNA zu denaturieren und dann Abkub- 
len auf 37° C fur 5 Minuten durchgefuhn. Die Lo- 
sung wurde geteilt (80 ui) in vier 750 ui Eppendorf- 
GefSGe, auf 100 uJ verdunnt mit einer Mischung 
von 3 Deojcynukleosidtriphosphaten und einem Sp- 
Deoxynukleosid-5'-0-(l-thiotriphosphaiX das ge- 
maB Taylor et aL, Nucleic Acids Res. 13 (1985) 
8749 — 8764 hergestellt word en war, um eine End- 
konzentration von 250 jlM jedes der Deoxynukleo- 
tide zu ergeben und vier Einheiten Taq-DNA- Poly- 
merase wurden zugegeben. 

Ober die Reaktionsmischung wurden 100 ui Paraf- 
finOl geschichteL Die Reaktionen wurden einem 
Temperaturzyklus von 71 Q C fur 3 Minuten, 96 bis 
97°C fQr eine Minute und 37° C fur zwei Minuten 15 
Zyklcn unterworfen. Fur den letzten Zyklus wurde 
die Reaktionszeit bet 7l°C auf 5 Minuten verlan- 
gert dann wurden die Proben auf Raumtemperatur 
abkuhlen gelassen. Das Paraffindl wurde abpipet- 
tiert und durch zweimaiiges Wascben mit Ethylet- 
her (jeweils 200 ui) vollstandig entfernt Das ampli- 
fizierte Produkt konnte Jeicht in einem l,5 0 /oigen 
Agarosegel durch Ethidiumbromid sich t bar ge- 
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macht werdcn. wobei etwa 8 ul der Mischung auf 
das Gel aufgetragen wurden. 
c) Markierung der amplifizierten Fragmente Jedes 
amplifizierte Produkt wurde Ober einc Scphadex- 
G50-Schleuder-Saule (ca. 1 ml), die mit H2O aquili- 5 
briert war, gereinigt um OberschQssige Nucleotide 
und Salz zu entfernen. Der DurchfluB der Saule 
wurde durch Zugabe von 10 ul 3M Natriuraacetat 
pH 6.0 und 5O0 pi absolutetn Eihanol gefallt Nach 
KOhlen auf -78°C fur 15 Minutea gefolgt von 10 
Zentrifugation von 15 Minuten, wurde die Qberste- 
bcnde FlQssigkeit abdekamiert und das Pellet mit 
57 ul 70<ybigem Ethanol gewaschen und dann ge- 
trocknet 

Zu jedem Pellet wurden 30 u,Ci [y 32 ?] ATP zugege- 15 
ben und die Losungen nochraais getrocknet Jedes 
Pellet wurde in 4,5 ul 20 mM Tris-HCl pH 8,0. 
20 mM MgQz und 2,4 mM 2-Mercaptoethanol auf- 
genommen. Hierzu wurden 15 U (Einbeiten, 05 ui) 
T4-Polynukleotidkinas€ zugegeben und die Reak- 20 
tion 45 Minuten bci Raumtemperatur durchge- 
ffihrt Die Reaktionsrnischung wurde mh 2 ui einer 
Stoppmischung (96ty> Formamid, 10 mM EDTA, 
0,1 % (w/v) Bromphenolblau und 0,1 % (w/v) Xylen- 
cyanoi ff) gemischt und auf ein 8%iges Polyacryla- 25 
mid-Sequenziergel aufgetragen. 
Nach Elektropborese der amplifizierten Fragmen- 
te wurde durch Sminutige Belichtung eines Kodak 
X-Omat XAR-5 Films die DNA sichtbar gemacht 
Die Fragmente wurden als zwei Banden vermutlich 30 
aufgrund von unvollst&ndiger Denaturierung gese- 
hen. Beidc Banden wurden ausgeschnitten und die 
DNA aus dem Potyacrylamidgel unter Yerwen- 
dung der Metbode von G.M. Rubin, Methods in 
Cell Biology, Vol XII, Yeast Cells (1975), Ed. by. 35 
D.M. Prescott, Seiten 45 bis 85. Academic Press, 
N.Y.extrahiert 
d) Sequenzierungsreaktion 
Die radioaktiv markierten Fragmente wurden in 
ausreichend Wasser aufgeldst, um ungefahr 500 cps 40 
(pro ui Losung) (wie durch Messung mit einem Ge- 
igerzartler festgestellt wurde) zu ergeben. Fur jede 
Sequenzierungsreaktion wurden 4 ui DNA gut rait 
2 uJ Stoppmischung (siebe oben). enthaJtend 0,5% 
(v/v) 23-Ethoxy- 1 -propanol gemischt Dtese Stopp- 4s 
rnischungsldsung wurde vor dem Experiment frisch 
zubereitet, um jegliche Mogbchkeit der Hydrolyse 
des alkylierenden Reagenzes auszuschiieQen. Die 
Probcn wurden auf 95° C 3 Minuten lang erhitzt 
und dann auf Eis abgekuhlt, bevor sie auf ein 50 
8%iges Polyacrylamid-Sequenziergel aufgetragen 
wurden. Nach der Elektropborese wurde das Gel 
getrocknet und ein Kodak- X-Omat-XAR- 5- Film 
48 Stunden lang ohne Verstarkerschirm belichtet 
Fig. 1 zeigt die Autoradiographic dieses Sequenz- ss 
gels. 

Beispiel 2 

Sequenzierung von wahrcnd der Kettenreaktion «o 
markiertcr DNA durch partielle Spaltung nach Alkylie- 
rung mit 23-Ethoxy- 1 -propane! 

a) Radioaktive Markierung des Oligonukleotid- Pri- 
mers 65 
Der im Beispiel la) verwendete Oiigonukle tid- 
Primer (4 \xg) wurde phosphoryliert in einer 30 ui 
Reaktionsldsung, die zusammengesetzt war aus 



100 mM Tris-HCl, pH 8,0, 10 mM 2-Mercaptoetha- 
n I 10 mM MgCh. 60 p. Ci [)* 32 P] ATP und 60 Ein- 
heiten T4-P lynukleotidkinase. Nach 45 Minuten 
bei 37° C wurde die Reakti ns mischung fur 15 Mi- 
nuten auf 70° C erhitzt und das Produkt unter Ver- 
wendung einer SEP-PAK C 1 8-Patrone (Waters 
Associates) gereinigt. Das radioaktiv markierte Oli- 
gonukleotid wurde als waBrige Stamm losung mit 
3,6 Amo Einheiten pro ml aufbewahrt und hatte erne 
spezifische Aktivitat von 3 x 10 9 cpm pro A26O Ein- 
hehen. 

b) Polymerase- Kettenreaktion und Sequenzierung 
Die Polymerase-Kettenreaktion wurde. wie im Bei- 
spiel lb) durchgefuhrt, mit der Ausnahme, daB an- 
stelle des phosphorylierten unmarkierten Primers 
der radioaktiv markierte Primer verwendet wurde. 
Nach 15 Zyklen wurde das Paraffindl entfernt und 
die DNA durch Zugabe von 10 ul 3 M Natriuraace- 
tat pH 6,0 und 250 ui absolute m Ethanol durch 
Kuhlen auf - 80° C 30 Minuten lang, gefolgt von 20 
Minuten Zentrifugation gefallt OberschQssiges Et- 
hanol wurde durch zweiminfltiges Trocknen der ' 
Pellets emfernt und die DNA in 20 ul mM Tris-HCl 
0,1 mM EDTA, pH 8,0 und 2 ui Stoppmischung (sie- 
he oben) aufgelost- Die amplifizierten Fragmente 
wurden auf einem 8<W>igen Polyacrylamid-Sequen- 
ziergel, wie oben beschrieben, gereinigt Die Isolie- 
rung der DNA aus dem Gel und die Sequenzierre- 
aktion wurden wie im Beispiel I beschrieben, 
durchgefuhrt 

- Beispiel 3 

Sequenzierung durch partielle Spaltung nach Alkylie- 
rung mh Dimethylsulfat 

Radioaktiv markierte Polymerase- Kettenreaktions - 
Fragmente, die wie im Beispiel la) bis c) hergestellt 
wurden, wurden in ausreichend Wasser geldst, um unge- 
fahr 500 cps/ui Ldsung (wie durch Messung mit einem 
Geigerzahler festgestellt wurde) zu ergeben. Fur jede 
Sequenzierungsreaktion wurden 4 ul der Phosphorot* 
hioat enthaltenden DNA mit 2 ul 0,5<W> (v/v) waflrigem 
Dimethylsulfat, das vor jedem Experiment frisch herge- 
stellt wurde, verdiinnt und 10 Minuten bei Raumtempe- 
ratur stehengelassen. Zur DNA-Spaltung wurden 2 ul 
0.5 N-Natrtumhydroxid zugegeben und die Proben drei 
Minuten lang auf 95°C drei Minuten lang erhitzt Vor 
der Elektropborese wurden 2ui der Stoppmischung 
(96% Formamid, 10 mM EDTA, 0,1% (w/v) Bromphen- 
olblau und 0.1% (w/v) Xylencyanol ff) zugegeben, die 
Proben nochmals drei Minuten auf 95° C erhitzt, auf Eis 
abgekuhlt und einer Gelelektrophorese wie unter td) 
beschrieben, unterworf en. 



Beispiel 4 

Analyse von amplifizierten Nukleinsauren in Abhan- 
gigkeit von der Zahi der Reaktionszyklen 
M 13mpl8 einzelstrangigc DNA wurde liber 21 Zyklen 
der Polymerase- Kettenreaktion mitTaq-DNA-Polyme- 
rase von Cetus in Gegenwart von jeweils 250 nmol/1 
dCTPaS, dATP, dGTP und aTTP amplifiziert Als mcht 
radioakuv markierter Oligonukleotid-Primer wurde 

5'-[CAC CCT GGC GCC CAATAC>3'. 
als^P-markierterOligonukle tid-Primer wurde 



DE 39 30 312 Al 



5'-[TTA CGC GAG CTG GCG AAA>3' 

verwendet In 50 ul Reaktionsvolumen waren 50 ne 

(BioRad) . ZS mmol/1 MgCla 10 mmoW Tris-HO. dH 6.4 < 

^fh . Pm °A je t eS , Primers A *» Enheiten pro ml) 
enthaken. D.e Reaktionsldsung wurde mit 100 ul Paraf- 

IS Pwrf Ch5ch,et P ic Reaktion in einen, Tech- 

SIT Programmierbaren Driblock untcr folgenden 
Bedingungen durehgefOhrt: 55° C, 7 Minuten: S^Q W I0 
Mmuten; 37"C *5 Minuten fiber 21 Zyklen binwe£ 
gefolgt dnrch Erhitzen auf 55«C ffir 99 Minuten. Nach 
Beendigung der Reaktion wird das Paraffinal entferat 
e^duerT 4 °° ^ Wasscr Sesa^gtem Ether 

Aus dem Reaktionsansatz wurden 5 ul Aliquots direkt " 
nach Zugabe des Enzyms (Rg. 2, Spur a) und nacfa je- 
weils drei Amplifiaerungs-Zyklen (Spuren b bis J* ent- 
ternt ' 

rfJ^i^l^"^^ in Abhangigkeit » 
der Zahl der Reaktionszyklen. Nukleinsauren. die klei- 
ner alsdas erwartete Produkt (gekennzeichnet durch 
einen Pfeil) waren. traten berdts nach wenigen Zyklen 

^k^t* 21 Z y Wen ^ ^as erwartete Produkt mit 25 
384 bp Lange zwar das Hauptprodukt der Reaktion, es 
waren jedoch Terminationsprodukte von fast jeder 
Lange vorhanden. Ein entsprechender Versuch mit der 
Taq-Polymerase von Amersham brachte das gleiche Er- 
gebnis. 

30 

BeispiclS 

Sequenzierung von wahrend der Kenenreaktion 
mariperter DNA durch Abbau der Nukleinsaureenden 35 
mit Schlangengift-Phosphodiesterase 

Zur Sequenzierung wurde dieselbe DMA wie im Bei- 
spiei 4 verwendet Die Ampiifiziemngs-Reaktion wurde 
in Gegenwart von M P markiertem 

5'^AGGGTTTTCCCAGTCACG>3', *° 

250 u.mol/1 von 3 Deoxynukleosidtriphosphaten, jeweils 
250 u.mol/1 von einem a-Thiodeoxynukleotid (Fig, 3, 
Spuren A t Q G und 7) und ansonsten unter denigleichen 45 
Bedingungen wie in Beispiel 4 bescbrieben, durchge- 
fuhrt 

Nach Entfernen des ParafflnSls wurde jedoch direkt 
zu jeweils 5u.l eines Reaktionsansatzes I uJ ciner 
1 : 10-Verdunnung einer 2ng/mi Schlangengift- » 
Phosphodiesterase- Losung (Boehringer Mannheim) ge- 
flo^": Die Proben wurden dann 15 Minuten lang bei 
16 C tnkubiert Die Reaktionen wurden durch Zugabe 
i e <>p-Puffers (96% Formamid, 10mmol/l EDTA, 
01% Bromphenolbiau und 0,1 % (GewyVol Xylencianoi 55 
FS) und 3min0tiges Erhitzen auf 95* C beendet Die Auf- 
trennung der Proben erfolgte auf einem 8%igen Polv- 
acrylamidgeL 

Fig. 3 zeigt eine gut [esbare Sequenzleiter, die durch 
Behandlung von Nukleinsaurc-Fragmenten aus einer 6 o 
AmpUfikationsreaktion mit Schlangengift-Phosphodie- 
sterase erbalten wurde. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur direkten Sequenzierung von Nu- 
kleinsaureketten durch Denaturiemng und dann 
Amplifizierung der zu scquenzierenden Bereiche 
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durch mehrmaliges Durchlaufen eines Zyklus, urn- 
fassend 

a) einen Nukleinsaure-Syntheseschritt. bei 
dem die zu sequenzierende Nukleinsaure als 
Matrizenstrang in Anwesenheit der vier Deox- 
ynukleosidtriphosphate von einer Polymerase 
ausgehend von Oligonukleotid-Primern,die zu 
den 3'-Enden der antiparallelen Strange der zu 
sequenziercnden Nukleinsauren kompiemen- 
ttr smd, repiiziert wird, gefolgt von 

b) einem Denaturierungsschritt, 

wobei die entstandenen Nukleinsauren wahrend 
Oder nach der Ampiifizierung an ihrem eincn Ende 
marJaert werdeit Sequenzierung der markierten 
Nukleinsauren durch Einbau modifizierter Nukleo- 
tide an jeweils fur eine Base spezifischen Positio- 
ned Verkurzung der amplifizierten Nukleinsauren 
jeweils bis zu diesen Positionen und elektrophoreu- 
scne Auftrennung der entstandenen Nukleinsaure- 
fragmente, daduxch gekennzeichnet, dafl man zum 
mnbau modifizierter NukJeotide bei der Ampiifi- 
zierung m vier verschiedenen Ansae en anstelle der 
vier Deoxynukleosidtriphosphate je ein Deoxym> 
Weosid-a-thio-triphosphat zusammen mit den je- 
wefls drei anderen unmodifizierten Deoxynukieo- 
stdtnphosphaten einseizt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man nach dem Ampiifizierungsschrin 
ein Alkylierungsmittel zugibt und partielle Spai- 
nmg an den Positionen der modifizierten Nukleoti- 
de bewirkt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi man nach dem Amplifizicrun gsschri rt 
nicht cingebaute Nukleotide und Nukleinsaure- 
fragmente mit geringerer Lange abtrennt. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch ge- 
kennzeichnet. daB man als Alkylierungsmittel 2-Jo- 
dethanol, 2,3-Epoxy-l-propanoi 23-Epoxypropyl- 
trimethylammoniumchlorid, JodessigsSure, Jodace- 
tamid oder Cyanogenbromid verwendet 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man ais Alkylierungsmittel 2-Jodetha- 
noi oder 23-Epoxy- 1-propanol verwendet 

6. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB man als Alkylierungsmittel Di- 
methylsulfat, Methyljodid oder Ethyljodid verwen- 
det und zusatzlich den pH- Wert im Ansatz vor dem 
Erhitzen durch Zugabe einer starken Base erhbht 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet daB man den pH-Wert auf mindestens 11 
erhOht 

8. Verfahren nach Anspruch l, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man nach dem Amplifizierungsschritt 
direkt eine 3'—5'-Exonukiease zugibt und einen 
Abbau bis zu den Positionen der modifizienen Nu- 
kleotide bewirkt 

9. Verfahren nach Anspruch 8. dadurch gekenn- 
zeichnet dafl man als Exonuklease Schlangengift- 
Phosphodiesterase verwendet 

10. Verfahren nach Anspruch 9 t dadurch gekenn- 
zeichnet daB man die Inkubation rait Schlangen- 
gift-Phosphodiesterase bei einer Temperatur um 
16°Cdurchfuhrt 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet dafl man eine Hitze-stabi- 
leP lymerase verwendet 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl man die Taq-Polymerase verwendet 
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13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die AmpUfizienrag in Zyklen v n 
jewcils 7 Minutcn bei 53° C durchfuhrt 

14. Verfahren nach einem d r Ansprfiche 1 bb 13, 
dadurch gckcnnzcichnct daB man zur Denaturie- 5 
rung in jedezn Zyklus auf 95 bis 96 w C erhitzt. 

15. Verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 14, 
dadurch gekermzeichnet, daB man 12 bis 30 Zyklen 
durchfuhrt 

16. Verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 15, 10 
dadurch gekennzeichnet, daB man Primer mit einer 
Lange von 10 bis 25 Nukieotiden verwendeL 

17. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, daB man die amplifizier- 
ten Nukletnsauren radioaktiv, mit einem Fiuores- 15 
zenzf arbstoff oder einem Enzym markierL 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man nur eincn der beiden Nuklem- 
saurestrange markiert. 

19. Verfahren nach Anspruch 18 t dadurch gekenn- 20 
zeichnet, daB roan zur Markierung wahrend der 
Amplifizierung einen der Primer in raarkierter 

F rmverwendet 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man einen radioaktiv markierten Pri- 25 
mer verwendeL 

21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man zur Markierung nach der Ampli- 
fizierung einen der beiden Primer in an seinem 
5'-Ende phosphorylierter Form zur Amplifizierung 30 
einsetzt und danach den anderen, nicht phosphory- 
lierten Primer mit Hilfe einer Kinase radioaktiv 
phosphoryliert. 

Hierzu 3 Seite(n) Zeichnungen 35 
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